Translational research about infection by Bartonella henselae and its transfusion transmission by Silva, Marilene Neves da, 1975-
 UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 















Estudo translacional sobre a infecção por Bartonella henselae e 





Translational research about infection by Bartonella henselae and 









        




















Estudo translacional sobre a infecção por Bartonella henselae e sua 
transmissão transfusional 
 






Tese de Doutorado apresentada à Pós-Graduação em Clínica 
Médica da Faculdade de Ciências Médicas da Universidade 
Estadual de Campinas para obtenção do título de Doutora em 
Ciências, área de concentração em Clínica Médica. 
 
Ph.D. thesis presented to the Graduate Program of Medicine 
from the University of Campinas Medical Sciences School for 





ORIENTADOR: PROF. DR. PAULO EDUARDO NEVES FERREIRA VELHO 
CO-ORIENTADORA: PROFa. DRa. AMANDA ROBERTA DE ALMEIDA 
 
 
ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE À 
VERSÃO FINAL DA TESE DEFENDIDA 
PELA ALUNA MARILENE NEVES DA 
SILVA, E ORIENTADA PELO PROF. DR. 



















































“Talvez não tenha conseguido fazer o melhor, mas lutei para que o 
melhor fosse feito. Não sou o que deveria ser, mas Graças a Deus, não 
sou o que era antes”. 
 
 















Ao meu pai, Manoel Estevam (in memorian) 
 
Neste dia sinto sua presença na saudade de seu abraço confortador 
que me falta. Essa realização, mais que minha, é sua. Sou a 
continuidade do seu brilho. Por todo tempo em que viver, 
perpetuarei a sua memória e hei de ser fiel aos seus princípios, 
ensinamentos, caminhos e exemplos que deixou. 
 
 
À minha mãe, Carlita 
 
Por sempre primar pela minha educação. Obrigada por, além de 
me oferecer a oportunidade de estudar, sempre estar presente. Será 

























Ao Prof. Dr. Paulo Eduardo Neves Ferreira Velho, que das mais variadas formas, dedicou- 
se a me transmitir uma das maiores virtudes que se pode ter: o conhecimento. Suas 
atitudes, ensinamentos, exemplos e incentivos colaboraram para que eu fosse além dos 
meus limites e medos. 
 
A minha co-orientadora Profa. Dra. Amanda Roberta de Almeida, a qual aprendi a admirar 
e respeitar, pela paciência que teve nos momentos difíceis, pelo incentivo e 
fundamentalmente por acreditar em minha capacidade. 
 
Ao Prof. Dr. Rovilson Gilioli, do Cemib - Centro Multidisciplinar para Investigação 
Biológica – Unicamp, por ceder o seu precioso laboratório e por estar presente desde os 
primórdios desta pesquisa. Agradeço por toda a sua experiência científica, paciência e 
ensinamentos essenciais na construção deste projeto. 
 
Ao Prof. Dr. Carlos Lenz César, do Instituto de Física Gleb Wataghin - Unicamp, 
Departamento de Biofotônica, por me proporcionar a oportunidade de aprendizado e busca 
do conhecimento. 
 
Ao Prof. Dr. José Vassallo do Ciped – Centro de Investigação em Pediatria- Laboratório 
de Investigação em Pediatria - Unicamp. Por permitir utilizar o laboratório relevante e de 
qualidade na área de histomorfologia. 
 
À Profa. Dra. Maria Letícia Cintra – Departamento de Anatomia Patológica -Unicamp - 
que acreditou em mim e me incentivou, sobretudo nos ensinamentos da microscopia 
óptica. 
 
Às professoras que participaram da banca de qualificação, Profa. Dra. Renata Ferreira 
Magalhães e Profa. Dra. Patrícia Aline Boer, pela contribuição que trouxeram e pelo 
grande estímulo. 
 
Aos meus amigos do Laboratório de Bartoneloses: Tania, Gislaine, Marina, Bruno, 
Luciene, Karina, que estiveram presentes em todos os momentos. Obrigada pela amizade, 
convivência prazerosa e ajuda imensurável na realização das pesquisas. 
 
À Marizete Salvadego do Laboratório de Microbiologia do Hospital de Clínicas da 
Unicamp, por cuidar do cultivo das bartonelas com tanto carinho e empenho, sempre 
disposta a nos ajudar em todos os momentos. 
 
À equipe do Laboratório de Controle Sanitário do Cemib: Daniela, Clarice, Josélia, Sílvio. 
Obrigada por nos ajudar em todas as horas, nos recebendo sempre de forma amável e com 
um sorriso amigo. 
 
A todos do Laboratório de Hematologia (University of Minnesota, USA) que me 
receberam com tanto carinho e presteza. Em especial a Profa. Dra. Kalpna Gupta pela 
dedicação e ensino durante minha permanência naquela Instituição. 
 
A Profa. Dra Marna Elise Ericson, Departamento de Dermatologia (University of 
Minnesota, USA). Estou agradecida a você e não sei como retribuir tanto carinho. 
Obrigada pela acolhida! 
 
Ao LaCTAD – Laboratório Central de Tecnologia de Alto Desempenho - pelas 
contribuições nas análises de microscopia confocal. Felipe e Janine, serei eternamente 
grata a vocês! 
 
Aos meus irmãos, Laudicéia, Marlene, Eliane, Leanai, Carlos e Josué e aos meus 
sobrinhos, Marisa, Giovana, Beatriz, Eduardo, Luiza e Sarah. Poderia dizer muitas coisas, 
mas acho que palavras não são suficientes para expressar o tamanho da minha admiração 
por vocês! 
 
Ao Alexandro. Quero compartilhar essa conquista com você, que não poupou esforços 
para que o sorriso que hoje tenho no rosto fosse possível, que nos dias de fracasso, 
enxugou minhas lágrimas e respeitou meus sentimentos. 
À Fapesp – Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo - pelo apoio 
financeiro. (Projeto 2012/22340-5) 
 
Ao CNPq - Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico - pela 






Bartonella é um gênero de bactérias gram-negativas, microaerófilas, fastidiosas e 
potencialmente fatais. Gatos e cães são reservatórios conhecidos de espécies destes agentes 
que usam artrópodes sugadores de sangue como vetores. As bartonelas são as únicas bactérias 
que infectam o interior de eritrócitos humanos e a infecção assintomática de doadores de 
sangue já foi relatada. Com o objetivo de estudar a infecção por Bartonella henselae em 
camundongos como modelo translacional, avaliou-se a transmissão por via transfusional 
destas bactérias e a infecção aguda e tardia no sangue, no baço, no fígado e na pele dos 
animais. No primeiro estudo camundongos BALB/c foram inoculados por via intraperitoneal 
com suspensão de B. henselae. Após 96 horas os animais foram eutanasiados e foram 
coletados fragmentos de fígado, baço e amostras de sangue. Trinta microlitros de sangue de 
animais inoculados com B. henselae foram transfundidos pelo plexo ocular para um novo 
grupo de camundongos. A infecção por B. henselae foi investigada por PCR convencional e 
nested e foi encontrada positividade por PCR nested no baço e no fígado de animais 
inoculados via intraperitoneal, mesmo quando as amostras sanguíneas eram negativas. Em 
metade dos animais que receberam transfusão de sangue com PCR negativas de 
camundongos inoculados com B. henselae, o DNA da bactéria foi detectado em amostras 
esplênicas por PCR nested. A transmissão de B. henselae por transfusão sanguínea é possível 
em camundongos, mesmo quando os doadores têm infecção não detectável no sangue. No 
segundo experimento, utilizaram-se microscopia confocal e os mesmos testes moleculares 
para demonstrar a infecção por B. henselae no sangue, pele, fígado e baço de camundongos 
da mesma linhagem. Amostras foram avaliadas com quatro e 21 dias após infecção 
experimental via intraperitoneal. O DNA da bactéria foi detectado apenas no tecido de alguns 
animais eutanasiados com quatro dias e no sangue de todos os animais eutanasiados com 21 
dias. Resultados moleculares negativos no sangue não excluem a possibilidade de infecção 
por B. henselae em camundongos. A manifestação tardia da infecção no sangue pode ser um 
outro desafio para o diagnóstico, particularmente precoce, da infecção pela bactéria. Os 
resultados reforçam a necessidade de uma reavaliação dos riscos e do impacto da transmissão 
da B. henselae por meio de transfusões sanguíneas. 
Palavras-chave: Bartonella; Modelos Animais; Pesquisa Médica Translacional; Transfusão 
de Sangue 
               
 
 
                                                                                                                                                               
ABSTRACT 
 
Bartonella is a genus of Gram-negative, microaerophilic and fastidious bacteria that are 
potentially fatal. Cats and dogs are reservoirs of known species of these agents using blood 
sucking arthropods as vectors. Bartonella is the only bacterium that infects the inside of human 
erythrocytes and asymptomatic infection of blood donors has been reported. With the aim of 
studying the B. henselae infection in mice as a translational model, transmission via blood 
transfusion and acute and late infection of the blood, spleen, liver and skin of animals were 
evaluated. In the first study BALB / c mice were inoculated intraperitoneally with suspension 
of B. henselae. After 96 hours the animals were euthanized and liver, spleen and blood samples 
were collected. Thirty microliters of blood from the B. henselae inoculated animals were 
transfused by ocular plexus to a new group of animals. Infection with B. henselae was 
investigated by conventional and nested PCRs and was positive by nested PCR in spleen and 
liver of animals inoculated intraperitoneally, even when their blood samples were negative. 
DNA of the bacterium was detected in half of spleen samples from the blood transfused animals. 
The injected blood samples were from the B. henselae intraperitoneally inoculated mice but had 
negative blood PCRs. B. henselae transmission by blood transfusion is possible in mice, even 
when donors have not detectable blood infection. In the second experiment, confocal 
microscopy and the same molecular tests were used to demonstrate the 
B. henselae infection in blood, skin, liver and spleen of mice that were of the same strain. 
Samples were evaluated at 4 and 21 days after intraperitoneal experimental infection. The DNA 
of the bacterium was detected only in the tissue of some animals euthanized at 4 days and the 
blood of all animals euthanized at 21 days. Negative molecular results in blood not exclude the 
possibility of infection with B. henselae in mice. The late onset of the infection in the blood can 
be another challenge for diagnosis infection by the bacteria, especially in early diagnosis. The 
results reinforce the need for a reassessment of the risks and the impact of transmission of B. 
henselae through blood transfusions. 
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1.1 Pesquisa Translacional 
 
A pesquisa translacional foi assim chamada nos Estados Unidos e vem se disseminando 
rapidamente pelo mundo.1 Tem como objetivo melhorar o cuidado para o paciente e promover a 
saúde pública. Para alcançar tal objetivo, a intenção é construir uma ponte que faça a ligação 
entre a bancada dos laboratórios de pesquisa e o paciente. Nesse sentido, ela envolve grande 
número de pesquisadores de diferentes áreas, concentrando esforços para que, por meio de suas 
colaborações, possam ser melhoradas a qualidade de vida e a longevidade das populações.2 
Embora o termo seja bastante recente, a “noção de transferência de resultados de 
pesquisa” não é. A história de translação de conhecimentos vem sendo discutida desde as 
décadas de 1970 e 1980, nos Estados Unidos e também no Brasil. Porém, a primeira publicação 
sobre o assunto foi no Journal of the American Association (JAMA), em 2002, quando é 
declarada essencial para melhorar a saúde humana a “necessidade de tradução de novos 
conhecimentos, mecanismos e técnicas geradas pelo avanço nas pesquisas básicas para oferecer 
novas possibilidades de prevenção, diagnóstico e tratamento das doenças”.3; 4 
Um aspecto importante para os cientistas que defendem a pesquisa translacional é a 
importância do trabalho interdisciplinar para o desenvolvimento de estudos que possam, não 
apenas resolver os problemas de saúde dos pacientes e comunidades, mas também influenciar a 
formulação de políticas de saúde condizentes com a necessidade da população.3 
No Brasil, ainda há necessidade do fortalecimento de estudos que realmente tenham 
como objetivo a transformação e a integração entre a comunidade cientifica e a comunidade 
assistencial. Para isto, as parcerias entre escolas, serviços de saúde e os cientistas são essenciais, 







O termo “bartoneloses” abrange as múltiplas manifestações causadas pela 
infecção por espécies de Bartonella. Elas são bactérias negligenciadas, re-emergentes e 
com distribuição mundial. A maioria das espécies é de transmissão zoonótica.5 São 
cocobacilares, gram-negativas, fastidiosas e bem adaptadas a uma grande variedade de 
reservatórios, sobretudo mamíferos. As Bartonella spp. crescem em meio estéril a 37°C 
com 5% de gás carbônico, em ágar enriquecido com sangue (5%-10%), mas também 
pode crescer em meios líquidos e em cultura de tecido.6 Como são organismos 
fastidiosos, o isolamento pela cultura se torna difícil, pois requer um período de 
incubação prolongado e condições especiais de crescimento.7 O isolamento primário 
aparece após 12 a 14 dias em média e pode demorar até 45 dias.8 São capazes de causar 
infecção intra-eritrocitária crônica e cíclica e se supõe que também causem no 
hospedeiro infecção intraendotelial geralmente causando bacteremia persistente.9 
Há dezessete espécies patogênicas ao homem10; 11 e a maioria destas 
Bartonella spp. são frequentemente transmitidas por animais, utilizando como vetores 
uma variedade de artrópodes sugadores de sangue (Quadro 1). A transmissão por meio 
de arranhaduras e mordeduras são citadas na literatura, mas isto não é suficiente para a 




Quadro 1. Espécies de Bartonella patogênicas ao homem e suas manifestações clínicas 
 
Bartonella Reservatório Vetor Manifestações em humanos 
B. bacilliformis Homem Lutzomia 
verrucarum 
Doença de Carrión (febre de Oroya e verruga 
peruana) 
B. quintana Homem Piolho de corpo 
Febre, angiomatose bacilar, bacteremia e 
endocardite 
B. henselae Gato Pulga 
Doença da arranhadura do gato, 
linfonodomegalia, angiomatose bacilar e 
etc. 
B. clarridgeiae Gato Pulga Doença da arranhadura do gato 
B. koehlerae Gato Pulga 
Endocardite, dores nas juntas, fadiga, 
ansiedade e etc. 
B. alsatica Coelho Desconhecido Endocardite e linfadenite 
B. elizabethae Rato Desconhecido Endocardite e neurorretinite 
B. grahamii Camundongo e ratazana Pulgas de 
roedores 
Neurorretinite 
B. rochalimae Raposa, guaxinim e 
coiote 
Pulga Bacteremia efebre 
B. tamiae Ratos (?) Ácaros (?) Bacteremia efebre 
B. vinsonii subsp. 
Arupensis 
Camundongo Carrapatos (?) Bacteremia, febre e endocardite (?) 
B. vinsonii subsp. 
Berkhoffii 
Cachorro Carrapatos (?) Endocardite 
B. washoensis Esquilo Desconhecido Miocardite e endocardite (?) 
B. melophagi Carneiro Desconhecido Tosse seca, fadiga, fraqueza 
Candidatus B. 
mayotimonensis 
Desconhecido Desconhecido Endocardite 
B. ancashi Desconhecido Desconhecido Verruga peruana 
Adaptado de Breitschwerdt, EB. (2014) 
 
Embora o espectro clínico das manifestações associadas às bartoneloses tenha crescido 
rapidamente nas duas últimas décadas, exceto em casos de linfonodomegalia ou endocardite, os 
médicos normalmente não consideram a infecção por estas bactérias como diagnósticos 
diferenciais.5 Isto sugere que as bartoneloses precisam ser mais conhecidas pela comunidade dos 
profissionais da saúde. 
 
1.2.1 Aspectos clínicos 
 
As Bartonella spp. são responsáveis por um amplo espectro de manifestações clínicas, 
desde bacteremia assintomática até morbidade grave, inclusive condições potencialmente 




pela maioria dos casos com sintomas clínicos: Bartonella bacilliformis, Bartonella quintana e 
Bartonella henselae.14 
A B. bacilliformis é o agente etiológico da doença de Carrión que tem uma fase aguda 
(a febre de Oroya) caracterizada por febre, anemia hemolítica e imunodeficiência transitória, e a 
fase crônica (a verruga peruana) caracterizada por lesões cutâneas vasoproliferativas. A B. 
bacilliformis é transmitida por um flebótomo fêmea do gênero Lutzomyia e é endêmica nos 
Andes peruanos e em regiões do Equador e Colômbia.15 De acordo com pesquisadores, a doença 
está se aproximando do Brasil, e seu impacto pode ser agravado pelo modelo de 
desenvolvimento socioambiental adotado na Amazônia. Em 2003, chegou ao Departamento de 
Loreto (fronteira com o estado do Amazonas) e, em 2004, infectou 19 pessoas em Madre de 
Diós, que faz fronteira com o Acre e a Bolívia. O receio é que, caso esta bartonelose entre na 
Amazônia brasileira, sua disseminação seja acelerada pela falta de treinamento específico dos 
profissionais de saúde do país.16 
A B. quintana foi inicialmente associada à febre das trincheiras, caracterizada por 
quadros febris recorrentes. Epidêmica nas Grandes Guerras, mais recentemente tem sido 
considerada re-emergente em quadros febris de andarilhos e pacientes com alcoolismo 
crônico,17 na Europa e nos Estados Unidos. A bactéria já foi relacionada à bacteremia crônica, 
endocardite e angiomatose bacilar. Como para a B. bacilliformis, os humanos são os únicos 
reservatórios conhecidos para a B. quintana.18 
A B. henselae é um agente zoonótico cujo principal reservatório é o gato doméstico. 
Para ser transmitida entre estes animais a bactéria exige a presença de pulgas, embora a 
transmissão entre gatos e humanos seja frequentemente associada a arranhaduras dos animais. 
Pacientes imunocompetentes infectados com B. henselae podem desenvolver a doença da 




amplo espectro de manifestações clínicas, porém, podem ser desencadeados pela mesma 
espécie, como febre prolongada de origem indeterminada, manifestações hepáticas e esplênicas, 
encefalopatia e endocardite.12 
O contato com gatos é associado como fator de risco à infecção por B. henselae. Gatos 
que vivem em regiões geográficas quentes e úmidas, onde se costuma ter também um maior 
número de vetores artrópodes, têm um nível maior de bacteremia (7–43%) e de soroprevalência 
contra antígenos de B. henselae (4– 81%).13; 15 Isto sugere que a infecção por estas bactérias seja 
mais prevalente em países em desenvolvimento e está relacionada a pobreza e em populações 
desfavorecidas. 
Os pacientes imunodeficientes infectados com B. quintana ou B. henselae podem 
desenvolver angiomatose bacilar que são lesões vasoproliferativas. Estas lesões são frequentes 
na pele, mas podem acometer outros órgãos e ser fatal. As lesões proliferativas causadas pela 
B. henselae podem estar associadas à vasodilatação, o que é chamado de peliose.14 
A B. henselae pode causar inflamação crônica inespecífica no fígado em adultos e 
crianças. Neste órgão também pode causar angiomatose e peliose bacilar, assim como hepatite 
granulomatosa com ou sem necrose. As bartonelas não são incluídas nos protocolos de 
screening para investigação de hepatite criptogênica e é possível que casos de hepatite que 
ocorrem após transplantes hepáticos possam estar relacionados à infecção por estas bactérias.19 
Os médicos deveriam considerar mais o diagnóstico diferencial de infecção por Bartonella spp., 
uma vez que há um largo espectro de manifestações e complicações potencialmente associadas a 










As Bartonella spp. podem também causar bacteremia assintomática e cíclica em 
humanos e animais. A infecção assintomática crônica pode, por exemplo, estar relacionada à 
posteriormente endocardite, que pode ser fatal.12 
 
1.2.2 Modo de transmissão 
 
A soroprevalência em humanos ao redor do mundo varia de 1,5 a 77,5%.20 Em um 
estudo realizado com 437 indivíduos saudáveis de uma área rural de Minas Gerais, detectou 
uma soroprevalência de 12,8% para B. quintana e 13,7% para B. henselae.21 
Muitos artrópodes flebotomíneos já foram confirmados como vetores competentes na 
transmissão de diversas espécies de Bartonella. Cada espécie de Bartonella está relacionada a 
um vetor e um hospedeiro preferencial, por exemplo, o mosquito (Lutzomyia verrucarum ) 
como vetor de B. bacilliformis em seres humanos, o piolho de corpo (Pediculus humanus 
humanus) como vetor de B. quintana também em humanos, e a pulga (Ctenocephalides felis) 
como vetor de B. henselae em gatos.22 A pulga também transmite a B. clarridgeae, B. 
 Febre prolongada de origem desconhecida
 
 Anemia recorrente ou severa
 














koehlerae23 e potencialmente a B. quintana.24 Assim, esse ectoparasita comum pode ser 
considerado uma importante fonte zoonótica de transmissão das Bartonella spp.. Apesar desta 
associação, esta especificidade não é exclusiva, podendo ocorrer a transmissão para hospedeiros 
acidentais (como a infecção de B. henselae em humanos, apesar de ser adaptada a gatos). 
Recentemente, os carrapatos foram incluídos como vetores para as espécies de Bartonella.25; 26 
Além destes modos de transmissão apresentados, há relatos de transmissão de Bartonella spp. 
entre humanos por transplante de órgãos sólidos, transmissão vertical e transmissão acidental. 
27; 28; 29; 30; 31; 32 
Em receptores de transplante de órgão sólidos, um estudo revisou 29 casos de receptores 
transplantados que desenvolveram infecção por B. henselae após o transplante. O maior número 
de pacientes infectados ocorreu após transplantes de rim e de fígado.32 
Relatos de transmissão vertical fornecem evidências moleculares e microbiológicas que 
as Bartonella spp. podem ser transmitidas intraútero ou durante o parto.27; 28 Um estudo recente 
relata o caso de uma criança de três anos de idade, nascida de uma mulher assintomática, que 
apresentava anemia, icterícia e hepatoesplenomegalia desde o nascimento. A infecção perinatal 
por B. henselae foi sugerida com base na microscopia ultraestrutural em biópsia de fígado e a 
detecção molecular em amostra de sangue da mãe e da paciente.29 A transmissão 
transplacentária de Bartonella spp. também já foi documentada em camundongos infectados 
experimentalmente com B. birtlesii.33 
Na transmissão acidental, há dois relatos de transmissão da infecção a veterinários, a 
partir de acidente percutâneo com agulhas com sangue contaminado de animais.30; 31 
Considerando o fato de que as Bartonella spp. podem causar infecção assintomática, 
a quantidade de pessoas infectadas pode ser maior do que se tem conhecimento. Hospedeiros 
assintomáticos com infecção intraeritrocitária podem doar sangue. Pachas-Chávez34 relatou um 




Mais recentemente, 500 doadores de sangue, do Hemocentro da Universidade Estadual 
de Campinas, foram avaliados e anticorpos anti-B. quintana e anti-B. henselae foram detectados 
em 32% (136/500) e 16,2% (78/500), respectivamente. O mesmo estudo encontrou infecção 
sanguínea por Bartonella spp. por métodos moleculares em 3,2% dos doadores e a B. henselae 
foi isolada de 1,2%.5 
A transfusão sanguínea representa um risco na transmissão destes agentes. Gatos já 
foram infectados experimentalmente com sangue doado de animais infectados com B. henselae e 
com B. clarridgeiae por via intravenosa e intramuscular.35 O estudo de Magalhães et al, 2008, 
realizado na Unicamp, demonstrou que a B. henselae sobrevive à 4º C por período de estocagem 
convencional de bolsas de sangue.36 Uma revisão publicada no Transfusion sobre patógenos 
emergentes de potencial transmissão transfusional, considerou o estudo citado como aquele que 
introduziu o risco da B. henselae ser transmitida por via transfusional.37 A real prevalência 
global da infecção entre doadores de sangue é desconhecida, e não há rotineiramente screening 




O uso de técnicas convencionais para isolar ou detectar o DNA destas bactérias, 
mesmo em animais ou humanos sintomáticos, é frustrante, dada a natureza fastidiosa das 
Bartonella spp., da baixa bacteremia em hospedeiros humanos, além da possibilidade da 
bacteremia cíclica. Mesmo uma abordagem microbiológica baseada em sorologia, exame 
anatomopatológico ou técnicas moleculares, muitas vezes fracassam em detectar a infecção nos 
pacientes.5; 9 Metodologias diferentes como cultura líquida e sólida, múltiplas reações de PCR 
e sorologia têm sido utilizadas em conjunto, com a finalidade de diminuir os resultados falsos 
negativos e aumentar a sensibilidade do diagnóstico, mas ainda não existe uma metodologia 




Para a PCR, além do primer que determina a região a ser amplificada e a sensibilidade 
da reação, a metodologia escolhida também influencia no sucesso do diagnóstico. Estudo 
realizado por Pennisi et al.38 com 85 gatos comprovou que o uso da dupla amplificação aumenta a 
sensibilidade de detecção da bacteremia causada pela Bartonella spp.. Outro estudo do grupo da 
Unicamp também mostrou que a combinação de metodologias também aumentou a 
sensibilidade diagnóstica da infecção em gatos.39 
O diagnóstico de bartonelose continua sendo um problema, devido à dificuldade em 







2.1 Objetivo Geral 
 
 Estudar a infecção por Bartonella henselae em camundongos BALB/c como modelo 
translacional. 
 
2.2 Objetivos Específicos 
 
 Artigo I: Avaliar a possibilidade da transmissão de Bartonella henselae por via 
transfusional. 
 Artigo II: Avaliar a infecção aguda e tardia por Bartonella henselae no sangue, no baço, 






Os protocolos dos dois experimentos foram submetidos à Comissão de Ética do Uso de 
Animais da Unicamp e foram aprovados por estarem de acordo com os Princípios Éticos na 
Experimentação Animal (Anexo I) adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 
(COBEA). 
Foram utilizados camundongos isogênicos BALB/c fêmeas, com oito semanas de idade 
e peso entre 20 e 22 gramas. Durante todo o experimento os animais foram mantidos em 
isoladores, instalados em sala com temperatura de 25°C e umidade controlada, com ciclo de 12h 
claro / 12 horas escuro, com livre acesso à água e ração (Nuvital, Curitiba, Paraná, Brasil). Para 
o procedimento de infecção, as suspensões de inoculação foram preparadas utilizando cepa 
padrão B. henselae (Houston 1, American Type Culture Collection, Rockville, MD, ATCC 
49882T) em solução salina. 
As amostras de sangue foram coletadas de forma asséptica por punção intracardíaca 
com seringas previamente umedecidas com anticoagulante EDTA (Ethylenediamine tetraacetic 
acid) estando os animais anestesiados com quetamina e xilazina (150 mg/Kg - 10mg/Kg) e com o 
tórax aberto. As amostras teciduais também foram coletadas de forma asséptica. Para a obtenção 
dos fragmentos cutâneos utilizaram-se punches de 6mm de diâmetro. Posteriormente as 
amostras foram congeladas a -20ºC. 
 
3.1 Extração do DNA 
 
As técnicas moleculares foram realizadas em quatro salas separadas para evitar a 
contaminação do DNA. O fluxo de trabalho foi unidirecional entre as áreas pré-PCR 
(manuseamento das amostras, preparação e extração do DNA) e entre as áreas pós-PCR 
(amplificação do DNA e detecção dos produtos da amplificação). Todo material utilizado era 




procedimentos laboratoriais a fim de se evitar a contaminação dos reagentes e do material 
amplificado.41 
As amostras de sangue foram congeladas por 24 horas, para a lise das hemácias, antes 
da extração, já que este método se mostrou eficiente para a liberação das bactérias 
intracelulares.42 
Para a extração do DNA das amostras, utilizou-se o kit comercial RTP Bacteria Mini 
Kit® (Stratec Molecular), de acordo com as recomendações do fabricante. 
A cada extração realizada foram adicionados dois controles: o branco (apenas os 
reagentes da reação) e um controle positivo (sangue infectado com cepa de B. henselae). 
3.2 PCR controle 
 
Todas as amostras extraídas foram testadas com PCR para amplificação de um gene 
constitutivo. A região escolhida foi um fragmento da GAPDH (gliceraldeído-3-fosfato 
desidrogenase), uma enzima relacionada com a glicólise e expressa por todas as células de 
mamíferos. Esta reação tem como objetivo a verificação da qualidade do DNA extraído, além da 
certificação da inexistência de inibidores de amplificação. O fragmento amplificado nesta reação 
tem o tamanho de 350 pares de bases (pb).39 As sequências dos primers utilizados encontram-se 
na Tabela 1. 
O amplificado foi obtido em todas as amostras, mostrando a presença de DNA íntegro 
e ausência de inibidores da PCR. 
 
3.3 PCR convencional 
 
As amostras de DNA do foram submetidas à PCR convencional, específica para 
amplificação da região ITS, ou a região intergênica 16S-23S do RNAr. A reação foi realizada 




604 pb. O limite de detecção observado para esta PCR foi de cinquenta cópias.39 As sequências 
dos primers utilizados encontram-se na Tabela 1. 
3.4 PCR nested (PCR de dupla amplificação) 
 
As amostras de DNA foram submetidas à PCR nested espécie-específica para a região 
alvo que codifica a proteína FtsZ que atua na divisão celular da bactéria. A reação foi realizada 
com os primers descritos no trabalho de Kawasato et al.44 O fragmento amplificado nesta reação 
tem o tamanho de 218 pb. O limite de detecção observado para esta PCR foi de dez cópias.39 As 
sequências dos primers utilizados encontram-se na Tabela 1. 
Tabela 1. Primers usados nas PCR 
 
Primers Sequência 5' → 3' 
 
 






ITS F  CTTCAGATGATGATCCCAAGCCTT(Y)TGGCG 
ITS R  GAACCGACGACCCCCTGCTTGCAAAGCA 
BHF  GCC GCA AAG TTC TTT TCA TG 
BHR  AGG TGA ACG CGC TTG TAT TTG 
BHS  CAA AAC GGT TGG AGA GCA GT 






3.5 Microscopia confocal 
 
A microscopia confocal é um desenvolvimento na microscopia óptica. Assim como na 
microscopia de fluorescência, as amostras são coradas com fluorocromos para que emitam, ou 
devolvam, a luz. Na microscopia confocal, um plano de uma pequena região de uma amostra é 
iluminado com um laser, que passa a luz devolvida através de uma abertura alinhada com a região 
iluminada. Cada plano corresponde a uma imagem de um corte fino que foi fisicamente seccionado 
de uma amostra. Os planos e as regiões sucessivos são iluminados até que toda a amostra tenha sido 
examinada. Uma vez que a microscopia confocal usa um orifício puntiforme, elimina o borramento 
da imagem que ocorre com outros microscópios. Como resultado, imagens bidimensionais 
excepcionalmente claras podem ser obtidas, com uma resolução até 40% melhor que a dos outros 
microscópios.45 
O microscópio confocal utilizado neste estudo, atende a uma grande gama de exigências 
para geração de imagens confocais e multifotônicas. O equipamento é composto pelos lasers 
Argônio, Hélio-Neônio 543 e Hélio-Neônio 633 e pelas objetivas com aumentos de 10, 20 e 63 
vezes, sendo esta última disponível apenas em imersão com óleo. 
Após a eutanásia dos animais, os fragmentos de tecidos adquiridos com o auxílio de punch 
de 6mm foram colocados em solução de PBS (tampão fosfato-salino) com formol a 4% por 24 
horas. Em seguida foram lavados em água corrente por 24 horas e depois mantidos em álcool 70%. 
Posteriormente, os tecidos passaram por sequências alcoólicas (80, 90 e 95% por uma hora cada). 
Após a desidratação passaram por dois banhos de xilol, dois de parafina e em seguida, incluídos em 
parafina. 
Cortes de seis micras foram colocados em lâminas silanizadas. Para desparafinização, as 
lâminas ficaram por 35 minutos em estufa a 60ºC e em seguida passaram por dois banhos de xilol, 
banhos consecutivos de álcool (100, 95, 80 e 70%) e água bidestilada. As amostram foram 




seguida bloqueou-se a peroxidase endógena com peróxido de hidrogênio e metanol (30µL de H2O2 e 
970 µL de metanol) por 15 minutos, lavou-se novamente em PBS. Para exposição de epítopos, os 
cortes foram tratados com tampão citrato 10mM (pH=6,0), colocadas em banho-maria em forno 
micro-ondas por 10 minutos e esfriadas por 20 minutos a temperatura ambiente. Para evitar ligações 
inespecíficas, as amostras foram bloqueadas com soro animal 5% e BSA 3% em PBS por 60 
minutos. Em seguida foram cobertas com anticorpo primário monoclonal diluído conforme Quadro 
3 e colocadas a 4°C overnight. No dia seguinte, após lavagem com PBS os cortes foram tratados 
com anticorpo secundário, diluído conforme teste de curva de concentração realizado previamente, 
por duas horas em temperatura ambiente. Em seguida foram lavados durante 10 minutos por 3 vezes 
com PBS, seladas com Vectashield® (Vector Labs) e cobertos com lamínulas. As lâminas foram 
visualizadas em microscópio confocal Leica TCS SP5 II. As imagens foram analisadas utilizando 
software ImageJ. 




Anticorpo primário Anticorpo secundário 
Bartonella henselae Anti-Bartonella henselae 
Mouse monoclonal [H2A10] 
Abcam® Diluição: 1:100 
Donkey Anti-Mouse IgG 







Esta tese de doutorado está estruturada conforme Formato Alternativo, normatizado 
pela Comissão de Pós-Graduação da Faculdade de Ciências Médicas da Universidade 
Estadual de Campinas (Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de Ciências 
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As Bartonella spp. são bactérias emergentes e negligenciadas com distribuição universal. São 
capazes de causar infecção por vezes prolongada com diversas manifestações clínicas e são 
potencialmente fatais. As doenças mais conhecidas são a bartonelose peruana, a doença da 
arranhadura do gato, a febre das trincheiras, a angiomatose bacilar e a endocardite. A Bartonella 
henselae é a principal espécie que causa doença em humanos. Com o objetivo de estudar a 
infecção aguda e tardia por Bartonella, camundongos BALB/c foram inoculados 
intraperitonealmente com uma suspensão de Bartonella henselae a fim de avaliar a infecção na 
corrente sanguínea, no fígado, no baço e na pele. As amostras foram analisadas após 4 e 21 dias 
de infecção, com testes moleculares e microscopia confocal. Os resultados demonstraram que a 
ocorrência de infecção em órgãos precede a infecção no sangue. Este estudo translacional 
mostra que resultados moleculares negativos no sangue não excluem a possibilidade de infecção 
por B. henselae em camundongos. A manifestação tardia da infecção no sangue pode ser um 
outro desafio para o diagnóstico, particularmente precoce, da infecção por Bartonella henselae. 
_____________________________________________________________________________ 
As Bartonella spp. são agentes patogênicos re-emergentes e negligenciados que têm 
sido associados com uma ampla gama de doenças humanas. Elas causam a doença da 
arranhadura do gato (DAG) com características clínicas inespecíficas, geralmente auto-limitada, 
em casos raros, as manifestações da DAG incluem endocardite infecciosa e abscessos 
hepatoesplenicos (1). Além disso, Bartonella spp. podem causar infecção crônica ou até mesmo 
fatal (2). A bacteremia cíclica é uma marca na infecção em gatos e também pode ocorrer em 
humanos, como é observado na febre das trincheiras (3). O diagnóstico de bartonelose ainda é 
um grande desafio (4) e a B. henselae pode levar a uma variedade de manifestações, incluindo 
bacteremia e endocardite (5). 




não são capazes de colonizar diretamente os eritrócitos". Parece haver a necessidade de infecção 
de um nicho primário para uma posterior infecção sanguínea. Em outro estudo, a infecção aguda 
de Bartonella birtlesii por via intravenosa em camundongo BALB/c, foi observada no fígado, 
baço e rim sete dias após a inoculação. O sangue permaneceu negativo até o sétimo dia, o último 
dia em que foi avaliado (6). 
O objetivo deste estudo foi investigar a presença de Bartonella henselae no sangue, 
pele, fígado e baço na infecção aguda e tardia em camundongos BALB / c. 
 O experimento foi realizado utilizando 16 camundongos isogênicos BALB/c fêmeas, 
com oito semanas de idade e peso entre 20 e 22 gramas. Os animais foram divididos 
aleatoriamente em 2 grupos (n = 8), o grupo controle e o grupo infectado. Quatro animais de 
cada grupo foram sacrificados após 4 e 21 dias pós-infecção. A Comissão de Ética em Uso de 
Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Campinas aprovou todos os protocolos 
experimentais (2847-1) antes da realização do estudo. 
A suspensão bacteriana foi preparada usando B. henselae (Houston 1, American Type 
Culture Collection, Rockville, MD, ATCC 49882T) com 104 unidades formadoras de colônias 
(UFC) / ml em solução salina. 
Foram infectados oito camundongos por infecção intraperitoneal de 30 µl da suspensão 
de B. henselae (104 UFC), no dia zero do experimento. Foi inoculado o mesmo volume de 
solução salina estéril em outros oito camundongos (grupo de controle). 
Após 4 e 21 dias da inoculação experimental, os animais foram eutanasiados e foram 
coletadas amostras de sangue por punção intracardíaca e também amostras de pele, baço e 
fígado tanto dos camundongos infectados quanto dos camundongos controle. 
Para a extração do DNA, foi utilizado o kit comercial RTP Bacteria Mini Kit Stratec 
Molecular, conforme as recomendações do fabricante. O DNA extraído foi submetido a PCR 
para um gene constitutivo, o GAPDH, uma enzima que está relacionada com a glicólise e é 




extraído além da certificação da inexistência de inibidores de amplificação. Em seguida, foi 
realizado PCR convencional, específica para o gênero Bartonella, com amplificação da região 
intergênica 16S-23S do rRNA (7). Também foi realizado a PCR de dupla amplificação espécie-
específica para B. henselae que tem como alvo a região que codifica a proteína FtsZ, envolvida 
na divisão celular da bactéria (8). Para prevenir contaminações, seguiram-se as técnicas 
descritas por Pitassi e colaboradores (9). 
Para a microscopia confocal, amostras de pele, fígado e baço foram fixadas em 4% de 
formalina tamponada com fosfato salino durante 24 horas imediatamente após a eutanásia. As 
amostras fixadas foram desidratadas em etanol, solvidas em xilol e incluídas em blocos de 
parafina. Foram montadas dez lâminas de poli-L-lisina-revestidas (Sigma; St Louis, MO) com 
séries consecutivas de secções de micrótomo com 6-µm de espessura de cada amostra. Após 
desparafinização e hidratação em um gradiente de álcool/água, as lâminas foram submetidas a 
recuperação de antígenos por imersão em tampão de citrato (pH 6,0) e aquecimento em micro-
ondas na potência máxima durante um minuto à potência média durante nove minutos. As 
lâminas foram lavadas em PBS (pH 7.2). Depois de uma fase de bloqueio em 10% de soro de 
cabra e soro de burro, as amostras foram incubadas com anticorpos primários monoclonal de B. 
henselae a uma diluição de 1: 100 (Abcam, ab704-250) e de cabra anti-colágeno tipo IV, 
diluição de 1:50 (Southern Biotech) durante a noite. Seguiu-se incubação com anticorpos 
secundários anti-rato, Alexa 555 Fluor® (Abcam, AB 150118), produzidos em cabra (1:1000) e 
anti-cabra DyLight® 650 (IgG H & L, AB 96934), produzidos em burro (1:100). As lâminas 
foram montadas em Vectashield® (Vector Labs) e observadas em microscópio confocal Leica 
TCS SP5 II. 
A sensibilidade da reação foi detectada a partir do número de cópias da sequência alvo. 
A sensibilidade na PCR convencional foi de 50 cópias e na PCR de dupla amplificação foi de 10 
cópias. Os testes moleculares de baço, fígado e pele foram positivos quatro dias após infecção 




Tabela 1. Resultados do diagnóstico das técnicas moleculares e de microscopia confocal 
usadas para detectar a infecção por Bartonella henselae 
   
4 dias 21 dias 4 dias 21 dias 
   
    




PCR Convencional  
Sangue 
 
0/4 0/4 0/4 0/4 
Pele 
 
0/4 0/4 0/4 0/4 
Fígado 
 
0/4 0/4 0/4 0/4 
Baço 
 
0/4 0/4 0/4 0/4 
PCR nested  
Sangue 
 
0/4 0/4 0/4 4/4 
Pele 
 
0/4 0/4 1/4 0/4 
Fígado 
 
0/4 0/4 1/4 0/4 
Baço 
 




0/4 0/4 0/4 0/4 
Pele 
 
0/4 0/4 0/4 ¼ 
Fígado 
 
0/4 0/4 0/4 0/4 
Baço 
 
0/4 0/4 0/4 0/4 
* Número de amostras positivas/total de amostras    ┼ IP: Intraperitoneal 
 
 
As amostras de sangue de todos os camundongos foram positivas para PCR após 21 dias 
de inoculação com B. henselae. Na microscopia confocal, de quatro animais infectados, uma 













Figura 1: A microscopia confocal demonstra imunorreatividade para B. henselae (cor vermelha) e 
colágeno IV (cor azul) a partir de pele de camundongo infectado (A). A imagem B é de um controle 
negativo (pele de camundongo não infectado). 
Karem et al (10) utilizaram modelo BALB/c para infecção intraperitoneal por B. 
henselae. Os pesquisadores acompanharam os animais durante sete dias e não conseguiram 
detectar infecção da corrente sanguínea. Amostras de fígado, baço, rim e linfonodos mesentérios 
foram positivas a partir de 72h até sete dias após a infecção experimental. Em um estudo 
anterior, encontramos resultados semelhantes, após a infecção de B. henselae por transfusão 
sanguínea, a infecção da corrente sanguínea não pode ser detectada antes de 7 dias (11). O 
objetivo do presente estudo foi acompanhar camundongos BALB/c infectados com quatro e 21 
dias de infecção e os resultados confirmam que a detecção de B. henselae no sangue aconteceu 
depois de um período mais longo da infecção, quando fígado e baço já estavam negativos. 
Sabe-se que após a infecção sanguínea, as Bartonella spp. são capazes de definir um 
novo nicho, provavelmente relacionado a sua diversidade genômica (12) e as características do 
hospedeiro (13). As Bartonella spp. podem infectar válvulas cardíacas (como na endocardite 
provocada por B. henselae e B. quintana), fígado e baço (angiomatose bacilar e/ou peliose, 
causado por B. henselae), pele (como na verruga peruana causada por Bartonella bacilliformis e 
angiomatose bacilar causada por B. henselae e B. quintana) (14), etc. É provável que o 
microambiente de órgãos como baço e fígado forneçam um nicho para a multiplicação das 
bactérias. Subsequentemente, elas seriam dispersas na corrente sanguínea numa quantidade 
relativamente maior, tornando-se assim possível sua detecção.  





henselae na corrente sanguínea dos hospedeiros infectados experimentalmente, mas isto ocorreu 
tardiamente após a inoculação intraperitoneal. 
O número de cópias de DNA no sangue foi baixo, mesmo após 21 dias de infecção 
experimental, pois apenas as PCR de dupla amplificação foram positivas.  
Os resultados deste estudo translacional reforçam que o diagnóstico da infecção por 
Bartonella spp. continua a ser um desafio e que os métodos moleculares não têm sensibilidade 
suficiente para detectar baixo número de cópias das bactérias. O uso de técnicas mais sensíveis 
deve ser utilizado para minimizar o impacto destas limitações. 
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5 Discussão Geral 
 
Nas últimas décadas o espectro de manifestações clínicas das bartoneloses aumentou 
substancialmente e sabe-se que elas são potencialmente fatais, principalmente em pacientes 
imunodeficientes.12; 46 Populações de menor visibilidade e baixo poder econômico são 
supostamente mais afetadas, considerando que estejam mais sujeitas aos ectoparasitas 
envolvidos na transmissão das Bartonella spp.. 
Embora elas não sejam de fato doenças novas, mas re-emergentes, são frequentemente 
negligenciadas pelos profissionais da saúde e pesquisadores. A infecção pode ser assintomática, 
mas pode ser que tenha impacto na morbidade em pacientes com outras doenças, por exemplo, 
reações hansênicas subentrantes, crises de falcização e hepatite “criptogenica”.11 
O diagnóstico é desafiador não apenas porque os clínicos não consideram a hipótese de 
bartonelose em muitos casos chamados de idiopáticos, mas também pelas limitações técnico- 
laboratoriais próprias do diagnóstico da infecção por estas bactérias.11 Os dois trabalhos 
apresentados nos capítulos I e II reforçam esta última consideração. Com quatro dias da 
infecção experimental via intraperitoneal os camundongos não tinham infecção sanguínea 
detectável pela PCR, mesmo de dupla amplificação. 
As Bartonella spp. são as únicas bactérias conhecidas que podem viver no interior das 
hemácias e são capazes de induzir infecção assintomática nos hospedeiros, como observado nos 
períodos entre as crises de febre das trincheiras ou entre a febre de Oroya e a verruga peruana.12;46 
Estudos da história natural sobre estas bactérias sugerem que estas se adaptaram aos 
reservatórios mamíferos, causando infecções intra-eritrocitária crônicas, desencadeando uma 
bacteremia em até 50% da população dos reservatórios. Esta bacteremia é a fonte de infecção do 
vetor.47 
Mas a infecção pelas Bartonella spp. também pode causar doenças agudas e crônicas. 




infectantes destas bactérias e do estado imunitário do paciente. O papel dos vetores na ativação 
dos agentes e potencial implicação clínica é desconhecido. Infecções por Bartonella spp. são um 
desafio ao tratamento por causa da persistência da infecção. Recaídas frequentes ocorrem devido 
à existência de uma fase intra-eritrocitária que fornece um nicho de proteção para as bactérias. 
Infelizmente, não há revisões sistemáticas disponíveis que resumam e validem decisões de 
tratamento para infecções por Bartonella spp.. Até à presente data, apenas dois ensaios clínicos 
randomizados foram relatados para o tratamento de Bartonella spp.. Um desses estudos avaliou 
pacientes com doença da arranhadura do gato48 e o outro estudo avaliou pacientes adultos com 
bacteremia crônica causada por B. quintana. 49 Estudos clínicos randomizados bem desenhados 
são necessários para comparar diferentes opções para o tratamento da infecção pelas Bartonella 
spp..10 Contudo, como demonstrado pelos resultados apresentados nesta tese, sem testes 
diagnósticos mais sensíveis, estes estudos podem levar a conclusões equivocadas, já que podem 
haver falsos- negativos determinados por baixa bacteremia e não por erradicação da infecção. 
Dentre as espécies de Bartonella, a B. henselae é considerada o agente mais comumente 
envolvido e o mais relevante como causa de infecção humana.14; 50; 51 Esta espécie causa 
tipicamente infecção autolimitada, como ocorre na doença da arranhadura do gato, mas pode 
causar bacteremia assintomática em seres humanos, tendo sido isolada em 1,2% dos 500 
doadores de sangue avaliados no Hemocentro da Unicamp.5 Em um recente editorial do 
Transfusion (anexo III) Eder,52 citando o trabalho do Capítulo I, reconhece a importância deste 
estudo e ressalta que inevitavelmente percepções entre o conhecido e o desconhecido continuará a 
evoluir a medida em que novas informações sobre os riscos emergentes e potenciais tornam- se 




Qualquer infecção com uma fase de bacteremia assintomática tem o potencial de 
transmissão por transfusão. A sobrevivência do agente infeccioso no sangue coletado e a sua 
capacidade de causar infecção por via intravenosa, também são fatores necessários para a 
transmissão por essa via.53; 54 Estima-se que bacteremia por Bartonella spp. em indivíduos 
assintomáticos seja de aproximadamente 1-10 UFC/µl de sangue, o que pode estar abaixo do 
limite de detecção da maioria dos ensaios de PCR convencionais, de dupla amplificação ou 
mesmo reação em tempo real.55 
O aspecto translacional dos estudos pode ser exemplificado pelo caso de um homem de 
62 anos com dois meses de história de febre, tosse, falta de ar e perda de 15% do peso atendido 
no Hospital de Clínicas da Unicamp. Ele referia contato com gatos na infância e com cães 
durante toda a vida, chegando a ter 12 animais em casa em uma única ocasião, e que, muitas 
vezes os animais apresentavam infestação por pulgas e carrapatos. Ele estava bastante descorado 
e dispneico, mas não apresentava linfonodomegalias, visceromegalias ou nenhum outro achado 
relevante no exame físico. Os exames complementares evidenciaram anemia grave que exigiu 
transfusões sanguíneas. Não foram identificados focos infecciosos. As hemoculturas coletadas 
foram todas negativas. Infecção por micobactérias foi descartada. O paciente apresentou piora 
progressiva e, após 40 dias, recebendo antibioterapia com amoxacilina, clavulanato, piperacilina 
e tazobactan, foi solicitada a investigação microbiológica e molecular para bartonelose e 
iniciado tratamento com imipenem, cloranfenicol, gentamicina e ceftriaxone. Isto aconteceu 
dois dias antes do óbito. PCR convencional gênero-específica para a região ITS e PCR de 
amplificação dupla espécie-específica para a região FtsZ foram negativas na amostra de sangue 
total. Alíquota do sangue foi cultivada em meio líquido de enriquecimento e, após 14 dias, 
semeada em meio sólido com 30% de sangue de carneiro. As mesmas reações moleculares 
foram realizadas a partir do DNA extraído da amostra de cultura líquida. Apenas a PCR de dupla 




Deste material, as duas reações foram positivas e o sequenciamento evidenciou tratar-se de B. 
henselae, como sugerido pela positividade da reação espécie-específica. (dados não publicados) 
A baixa bacteremia já foi documentada em um estudo experimental com gatas prenhes. 
Estas foram infectadas com B. henselae durante a gestação e a baixa bacteremia foi evidenciada 
na prole após o nascimento. 56 
A ocorrência de reação transfusional por contaminação bacteriana, assumiu papel de 
destaque na medicina transfusional atual. Presume-se que contaminação por bactérias gram-
negativas a partir de doadores assintomáticos com bacteremia transitória seja responsável pela 
maioria dos casos de contaminação.57 Um estudo demonstrou que um dos principais agentes 
causadores de complicações sépticas graves em concentrados de hemácias são estas bactérias.54 
As Bartonella spp. têm capacidade de causar infecção crônica subclínica. Por ser 
fastidiosa, as manifestações de bartoneloses em um paciente transfundido com sangue infectado 
com Bartonella sp. pode ocorrer muito mais tarde e, portanto, não ser associada à transfusão. 
Estes dados sugerem que potenciais transmissões desta bactéria por transfusão sejam 
subdiagnosticados. 
Antes de 1993, as Bartonella spp. nunca haviam sido associadas à endocardite em 
animais ou humanos.58 Hoje se sabe que elas são uma das causas mais importantes de 
endocardite em pacientes com hemocultura-negativa.59 Os agentes mais comuns de endocardite 
por Bartonella são B. quintana e B. henselae.60 No entanto, casos esporádicos de endocardite 
também têm sido associados com B. koehlerae, B. vinsonii subsp. berkhoffii, 
B. vinsonii subsp. arupensis, B. elizabethae e B. alsatica.61 Candidatus B. 
mayotimonensis foi recentemente identificado na válvula aórtica de um paciente com 
endocardite infecciosa nos EUA.62 Os pacientes com endocardite por estas bactérias tendem a 




 O campo de pesquisa de Bartonella spp. ainda é novo e rico em perguntas, para as quais 
as respostas dos pacientes são relevantes e extremamente necessárias. Com base na 
compreensão evolutiva da importância médica deste gênero de bactérias, investigação 
translacional tem o potencial de gerar benefícios substanciais para a saúde animal e humana. Com 
base em observações recentes, é possível que pesquisas com Bartonella spp. poderiam reduzir 
substancialmente o sofrimento animal e humano associado a processos de doenças debilitantes 
crônicas. Além disso, os resultados poderiam incluir economias expressivas para os pacientes, 
seguradoras, e para a sociedade. A investigação translacional sobre métodos diagnósticos mais 
sensíveis para a infecção por Bartonella spp. será muito benéfica.11 O grupo que estuda as 
bartoneloses na Unicamp introduziu a possibilidade de transmissão transfusional das bartonelas. 
Isto foi reconhecido numa publicação do Transfusion sobre Emerging infectious disease agents 
and their potential threat to transfusion safety em que Stramer et al37 citam a publicação de 
Magalhães et al36 como o pioneiro a considerar a B. henselae como passível de ser transmitida 
por via transfusional. 
O estudo apresentado no Capítulo I desta tese detectou a infecção por B. henselae do 
tecido apenas na PCR de dupla amplificação, o que sugere baixa bacteremia, uma vez que a 
PCR nested é mais sensível que a PCR convencional. No sangue, contudo, a infecção não pode 
ser documentada. Evidenciou também que, em camundongos, assim como em gatos64 a 
transmissão transfusional é possível. O estudo do capítulo I foi reconhecido pelo Editorial do 
Transfusion sobre Knowns, unknowns, and perceptions in between em que Eder52 cita a 
publicação como doença emergente e potencialmente transmitida pela transfusão sanguínea. A 
autora ressalta que, embora a transmissão transfusional ainda não tenha sido documentada em 





Os resultados observados no Capítulo II reforçam que o diagnóstico laboratorial das 
bartoneloses é um desafio clínico. Este estudo translacional também documenta que resultados 
moleculares negativos no sangue, à semelhança de casos em humanos, não excluem a 
possibilidade de infecção por B. henselae em camundongos e que a infecção sanguínea 
detectável é tardia em relação a infecção de fígado e baço nestes animais. Uma vez que a 
infecção passa a ser sanguínea, na dependência provável de fatores do hospedeiro ou de 
características genéticas da própria espécie ou cepa infectante, manifestações clínicas distintas 
podem ocorrer. É provável que o microambiente de órgãos como fígado e baço possam favorecer 
a multiplicação das bactérias como sugere o estudo em questão e como se observa na 
angiomatose bacilar e peliose bacilar destes órgãos ou mesmo na hepatite graunolomatosa 







 A transmissão transfusional de B. henselae é possível em camundongos mesmo 
quando o animal doador tem infecção sanguínea indetectável. 
 A detecção de B. henselae no sangue após a infecção intraperitoneal experimental 
em camundongos é tardia em relação à detecção esplênica e hepática nestes animais. 
A infecção sanguínea por B. henselae parece ser uma segunda etapa nesta infecção. 
 Resultados moleculares negativos no sangue não excluem a possibilidade de 
infecção por B. henselae em camundongos. 
 O estudo em modelo animal da infecção por B. henselae reforça a necessidade de 
novos estudos em humanos para reavaliação dos riscos e do impacto da transmissão 
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